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VeroCfenUictit 

Mit internationalem Recherchenbericht, 

Vor Ahlatif der fiir Anderungen der Anspruche zu^elasserten 

Frist: VerdffentUchung wird wiederhoU falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Titie: SKIN PROTECnON AGENTS CONTAINING A FRAGMENT MIXTURE PRODUCED FROM HYALURONIC ACID BY 
HYDROLYSIS 

(54) Bezelchnung: MITTEL ZUM SCHUTZ DER HAUT. ENTHALTEND BIN AUS HYALURONSAURE DURCH HYDROLYSE 
HERGESTELLTES FRAQMENTGEMISCH 

(57) Abstract 

The invention relates to an agent for the treatment, prophylaxis and metaphylaxis of functional and structural disorders of the skin 
caused by external factors. The agent contains a hyaluronic acid which has been partially digested with a microbiological hyaluronate lyase. 
The hyaluronic acid fragment mixture is processed into different galenic fonnulations to which other hydrophilic and/or lipophilic active 
ingredients and/or auxiliary substances can be added. The invention is suitable for use in human and veterinary medicine in the treatment 
and/or prophylaxis of skin damage caused by environmental factors, including UV; dry skin conditions and skin ageing. 

(57) Zusanunenfassung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Behandlung, Prophylaxe und Metaphylaxe von Funktions- und StnikturstOrungen der Haul 
infolge ftuBerer Einwiikungen. Das Mittel enthftlt eine mit einer mikrobiologischen Hyaluronatlyase paitiell verdaute Hyaluronsfture. 
Das Hyaluronsaurefiagmentgemisch wild in unterschiedliche galenische Formulierungen eingearbeitet, denen weitere hydrophile und/oder 
lipophile Wiikstoffe und/oder Hilfsstoffe zugesetzt werden kOnnen. Anwendungsgebiete der EiUndung in der Human- und Veterinfirmedizin 
betieffen die Therapie und/oder die Prophylaxe von umweltbedingten, einschliefilich UV-bedingten Hautschfiden, trockenen Hautzustttnden 
sowie die Hautalterung. 
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MIHEL ZUM SCHUTZ DER HAUT, ENTHALTEND EIN AUS HYALURONSAURE DURCH HYDROLYSE 
HERGESTELLTES FRAGMENTGEMISCH 



10 



15 



20 Die Erfindung betrifft Mittel bzw. galenische Formu- 

lierungen zur Behandlung, Prophylaxe und Metaphylaxe 
von Funktionsstorungen der Haut infolge au/Serer Ein- 
wirkung und/oder als Folge anderer Erkrankungen. Sie 
hat ihre bevorzugten Anwendungsgebiete in der Human- 

25 und Veterinarmedizin bei der Therapie, der Prophylaxe 

bzw. Metaphylaxe von umweltbedingten, insbesondere 
durch die Einwirkung energiereicher Strahlung Oder 
die Wirkung toxischer Sauerstof f --Spezies bedingter 
HautschMden, trockenen Hautzustanden, Hautalterung 

30 Oder Lichtempf indlichkeit der Haut, die sich als 

erythematSse , entzundliche, allergische oder autoim- 
munreaktive Erscheinungen manif estieren. Weiterhin 
betrifft die Erfindung unterschiedliche galenische 
Zubereitungen, die unter kosmetischer und/oder derma- 

35 tologische Sicht der Hautpflege dienen. 
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In galenischen Formulierungen, die gegen das UV-Licht 
schiitzen sollen, sind vorwiegend Lichtabsorber ent- 
5 halten, Um die epidermale Schadigung der Strahlung zu 

vermindern, werden einerseits Substanzen eingesetzt, 
die den UVB-Bereich des Sonnenlichtes zwischen 280 
und 32 0 nm absorbieren. Auf der anderen Seite werden 
Stoffe eingearbeitet, die im Bereich von 320 bis 4 00 

10 ran das UVA-Licht absorbieren kSnnen. Somit sollen 

mogliche dermale Schaden, die die elastischen Fasern 
und das Kollagengeriist: und die daran sichtibar ge- 
kntipfte Hautalterung betreffen, vermieden werden. Ei- 
ne weitere Moglichkeit der Abwendung der BeeintrSch- 

15 tigung durch das UV-Licht, besteht durch die Anwen- 

dung von mikronisierten Partikel (physikalischer 
Lichtschutz) , die das Licht auf der Hautoberf lache 
ref lektieren, 

20 Die UV-strahlung fUhrt zu photochemischen Reaktionen^ 

wobei die photochemischen Reaktionsprodukte, insbe- 
sondere toxische Sauerstof f produkte, den Stoffwechsel 
der Haut negativ beeinf lussen. Bei den vom Sauerstoff 
abgeleiteten toxischen Sauerstoff produkten handelt es 

25 sich beispielsweise um energieaktivierte Sauerstoffa- 

tome. Ein Vertreter dieser reaktiven Spezies ist der 
Singulettsauerstof f , der gegeniiber dem normalen dira- 
dikalischen Triplettsauerstof f wesentlich reaktions- 
fShiger ist* Weitere radikalische Derivate sind das 

30 Superoxidanion und das Hydroxy Iradikal. Als Interme- 

diate bei der Umwandlung des Superoxidanions in das 
Hydroxy Ir ad ikal tritt Wasserstof fperoxid, bei weite- 
ren Reaktionen auch schadliche Epoxide auf Diese to- 
xischen Sauerstoff spezies sowie die Reaktionsprodukte 

35 mit den Hautbestandteilen, entstehen auch im Verlauf 

des normalen Metabolismus in begrenztem Mafi. Bei Ex- 
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position zu energiereicher Strahlung werden sie in 
t)berma/3 gebildet und sind die Ursache fiir pathologi- 
sche HautzustMnde und die beschleunigte Hautalterung 
("Skin Diseases Assoziated with Oxidative Injury". In 
5 "Oxidative Stress in Dermatology", Marcel Decker Inc. 

N.Y., Basel, Hong Kong, Herausgeber J. Fuchs und Le- 
ster Packer) . 

Um gebildete toxische Sauerstof f produkte zu neutrali- 

10 sieren und um OxidationsvorgSnge zu kontrollieren, 

werden Substanzen eingesetzt, die Radikale fangen und 
ausloschen (radical scavenger) und/oder die als Anti- 
oxidantien wirken. Solche Radikalf anger werden in 
grofier Zahl in der Literatur beschrieben, Oftmals 

15 werden sie auch als primare Antioxidantien bezeich- 

net, weil sie oxidative Prozesse durch Abbruch der 
radikalischen Kettenreaktion hemmen. Die bekannte- 
sten, in topischen Formulierungen eingesetzten primS- 
ren Antioxidantien sind beispielsweise Sesamol, Gall*^ 

20 sSure, Flavone bzw- Flavonoide (EP OS 595 694, DE 197 

42 025A, DE 197 39 044, DE 196 51 428 , DE OS 586 303 
und £P OS 595 694). In DE 197 42 025A, werden Flavone 
und Flavonoide als Wirksubstanzen gegen die altersbe- 
dingte Vernetzung von dermalen Proteinen, die als Ur- 

25 sache von Altersf lecken gesehen wird, angegeben. 

Nachteilig an all diesen Verbindungen ist, dafi sie 
entweder synthetischen Ursprungs sind bzw. aus Pflan- 
zen und Tieren extrahiert werden mtlssen. Sie sind In 

}0 der Konzentration, in der sie topisch angewendet wer- 

den, unphysiologisch und es ist bei ihrer Anwendung 
keine Garantie fUr ihre gesundheitliche Unbedenklich- 
keit, insbesondere bei Langzeiteinwirkung gegeben. 
Das Tocopherol bzw. Vitamin E (US 4,144,325 und 

J5 4,248,861), welches besonders die Autooxidation von 

Fetten inhibiert, kommt im menschlichen Organismus 
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vor. Da Vitamin E an einer Reihe von Stof fwechselvor- 
gMngen beteiligt ist, ist eine Oberversorgung nicht 
unbedenklich. 

5 

Eine andere Substanz, die im menschlichen Organismus 
vorkommt und biotechnisch mit Hilfe von Mikroorganis-- 
men hergestellt werden kann, ist die HyaluronsSure. 
Bei ihr handelt es sich um ein besonders unbedenkll-* 
10 ches Biopolymer, welches im Sauger strukturbildend in 

entsprechend groBen Mengen vorkomxnt. Als Hydrokolloid 
ist sie in der Lage, viel Wasser zu binden. 

Hydrokolloide Substanzen werden in Zubereitungen zur 

15 externen Anwendung eingesetzt, um die Wasserbindeka- 

pazitat der Verbindungen zu nutzen- Besonders die 
hoch biokompatible Hyaluronsaure ist in vielen Formu- 
lierungen als wasserbindende Substanz vorhanden. 
(U.S. Patent Nr, 5,882,664, 5,391,373, 5,254,331, 

20 5,087,446). Neben Tanninen Oder Catechinen als Sauer- 

stoffradikalf anger zum Entfernen von aktiven Sauer- 
stoff und freien Radikalen, wird HyaluronsSure in JP- 
9241637 in einer Formulierung als wasserbindende Sub- 
stanz angegeben. In U.S. Pat. Nr. 5^571,503 wird 

25 Hyaluronsaure neben den Estern des Vitamins E, Reti* 

nol und Vitamin C in Sonnenschutzcremes und im U.S. 
Patent Nr- 5,866,142 und 5,942,245 neben Antioxidant 
tien wie Superoxiddismutase, Cystein und Vitamin E 
zur Verbesserung der Hydratation der Haut vorgeschla- 

30 gen. 

Der Hyaluronsaure werden neben der wasserbindenden 
Eigenschaft wundheilende, die GefSBbildung fSrdernde 
und die Penetration verbessernde Eigenschaf ten zuge- 
35 schrieben. In topischen Kompositionen nach DE 198 OS 

827A bewirkt Hyaluronsaure einen Schutz der Haut vor 
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Irritationen. In U.S. Patent Nr. 5,728,391 wird in 
einem Mittel gegen Hauterkrankungen, Hyaluronsaure 
mit einer Molmasse zwischen 800 und 4.000 D vorge- 
5 schlagen. 

Besonders niedermolekulare HyaluronsSuref raktlonen, 
die beispielsveise aus hochmolekularer HyaluronsSure 
tierischer Herkunft durch Spaltung mit Ultraschall 

10 bei Anwesenheit von Hypochlorit (EP 0 944 007) herge-^ 

stellt werden, haben eine wundheilende bzw. die Ge* 
fS5bildung fordernde Eigenschaf ten . In U.S. Pat. Nr. 
4,303,676 werden HyaluronsSuremischungen zwischen ei-* 
ner Hyaluronsauref raktion mit Molmassen von 10 bis 

15 200 kD und einer zweiten Fraktion mit 1.000 und 4.500 

kD aus Hahnenkammen vorgeschlagen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, 
ein Mittel zum Schutz der Haut vorzuschlagen, das 

20 insbesondere biokompatibel ist und fUr die Lang- 

zeitanwendung in der Human- und VeterinMrmedizin ge- 
eignet ist. Das Mittel soli geeignet sein fiir die 
Therapie und/oder die Prophylaxe von umweltbedingten 
und/oder als Folge anderer Erkrankungen, einschlieS- 

25 lich der Einwirkung energiereicher Strahlung Oder der 

Wirkung von toxischen sauerstof f f ormbedingten Haut- 
schaden, traumatischen Erscheinungen sowie EntzUndun- 
gen und Alterungsprozessen, ohne dafi Nebenwirkungen 
auftreten. Weiterhin ist es eine Aufgabe der vorlie- 

30 genden Erfindung, dafi das Mittel fiir die hautpf legen-* 

de bzw. hautschUtzende Anwendung unter kosmetischer 
und/oder dermatologischer Sicht eingesetzt werden 
kann. 

35 Die Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale 

des Patentanspruches 1 gelost. Die Unteranspriiche 
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zeigen vorteilhafte Weiterbildungen auf. 

Erf indungsgemSfi weist somit das Mittel zum Schutz der 
Haut ein enzymatsch aus Hyaluronsaure hergestelltes 
Fragmentgemisch so wie an und fUr sich bekannte phar- 
mazeutische Trager und Hilfsstoffe auf. 

Bevorzugt ist es hierbei, wenn als Enzym eine mikro- 
biell hergestellte Hyaluronatlyase eingesetzt wird. 

Der allgemeine Begriff Hyaluronidasen beschreibt drei 
unterschiedlich wirkende hyaluronsSurespaltende En- 
zymtypen [J. Ludowieg: The Mechanism of Hyaluronida- 
ses, JSC 236, 333-339 (1961)]. Es sind einmal die En- 
dohydrolasen, welche die p-(l-3)- Bindungen hydroly- 
tisch spalten. Zu ihnen gehoren die Mehrzahl der Hya- 
luronidasen aus h5heren Organismen, beispielsweise 
die Hyaluronidase aus Rinderhoden. Diese Hyaluronat- 
Glycanhydrolasen (Enzymklasse E.G. 3.2.1.35/36) spal- 
ten neben den Bindungen der Hyaluronsaure in einem 
begrenzten MaBe auch andere Glycosaminoglycane . Einen 
weiteren Typ stellt die Endo-p-Hyaluronidase aus dem 
Blutegel dar, welche die p- ( 1-4 ) -Bindung hochspezi- 
fisch spaltet. Der dritte Enzymtyp, die Hyaluronat- 
lyase (Enzymklasse: EC 4.2.2.1), spaltet die Hyalu- 
ronsaure in der P- (1-4) -Bindungen nach einem Elimi- 
nierungsmechanismus unter Bildung einer Doppelbindung 
in (4-5) -Stellung an der Glucuronsaure. FUr Lyasen 
werden in der Literatur Endo- und Exospaltmechanisinen 
angegeben. 

Die Erfinder konnten zeigen, daB insbesondere bei der 
bevorzugten Aus fiihrungs form mit der Hyaluronatlyase 
ungesSttigte Fragmente entstehen, die of f ensichtlich 
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aufgrund der endstandigen Doppelblndungen ausgezeich- 
nete Elgenschaf ten aufweisen. 

Bevorzugt wird das Mittel hergestellt, indem nieder- 
molekulare, ungesattigte Fragmente, die aus hochmole- 
kularer HyaluronsSure durch die Einwirkung des Enzyms 
Hyaluronatlyase aus eineiii Mikroorganismus, bevorzugt 
aus einem Streptococcus^ insbesondere der Streptococ- 
cus agalactiae nach einem Elimierungsxnechanisxnus in 
einer wafirigen Losung entstehen, in das Mittel einge- 
bracht wird. 

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, dafi die er- 
f indungsgemafi verwendeten ungesSttigten niedermoleku- 
laren HyaluronsSuref ragmente enthaltenden Mittel eine 
bessere Wirkung als Antioxidans, als Radikalf finger , 
als Inhibitor der Bildung schSdlicher Photopr odukte ^ 
als Mittel gegen die Hautalterung, als Schutz gegen 
Photoreaktionen und als Inhibitor entzUndlicher Reak- 
tionen und generellem Schutz vor toxischen Substanzen 
aufweisen wurden als Mittel, welche die natUrliche 
Hyaluronsaure tierischer oder biotechnischer Hyalu- 
ronsaure bzw. deren niedermolekularen gesattigten hy- 
drplytischen Spaltprodukte entsprechend des Standes 
der Technik enthalten. Diese zusatzliche Wirkung 
steht of f ensichtlich in eineiti direkten Zusammenhang 
mit der Existenz der Doppelbindungen in den erfin- 
dungsgemafi hergestellten Fragmenten. 

Andere, nicht auf HyaluronsSure basierende Antioxi-* 
dantien und Radikalf anger m5gen in Teilbereichen der 
aufgefuhrten Wirkungen gleichartig oder besser wir- 
ken, sie weisen jedoch als hSufig nichtphysiologische 
Wirkstoffe nicht die hohe Biokompatibilitat der unge- 
satigten Hyaluronsauref ragmente auch bei sehr hohen 
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Anwendungsdosen auf. Weiterhin besitzen die ungesat:- 
tigten Pragmente analog den entsprechenden gesSttig- 
"ten Fragmenten der HyaluronsSure die naUtirliche Was- 
serhaltefShigkeit , den hydrokolloiden Charakter sowie 
die slirukturgebenden Eigenschaf ten der ungesSttigten 
Fr agmente . 

Das erf indungsgema/le Mittel enthSlt weiterhin pharma- 
zeutische TrSger und/oder weitere hydrophile und/oder 
lipophile Wirkstoffe und/oder Hilfsstoffe. Die als 
Ausgangssubstanz eingesetzte hochmolekulare Hyaluron- 
saure kann biotechnisch Oder aus tierischem Gewebe 
hergestellt worden sein. In einer Ausftihrung wird die 
Hyaluronatlyase an einen fasten TrSger immobilisiert 
bei der Eliminierung eingesetzt. Die erf indungsgema- 
Sen ungesattigten niedermolekularen Fragmente besit- 
zen Molxnassen zwischen 1 und 1.500 kD, vorzugsweise 
zwischen 10 und 300 kD, Bei der Herstellung der er- 
f indungsgemaBen Formulierungen werden in einer Vari- 
ante die niedermolekularen ungesattigten Fragmentge- 
mische in fltissiger Form mit Konzentrationen zwischen 
1,0 g/1 und 500 g/1 in Mengen von 0,01 bis 0,7 g pro 
g Formulierung eingearbeitet. 

In einer anderen Variante werden die Fragmente in fe- 
ster Form in Mengen zwischen 0,01 bis 0,7 g pro g 
Formulierung eingearbeitet* 

Die erf indungsgemafie Formulierung wird in Form einer 
Paste, einer Salbe, einer Creme, einer Emulsion, ei- 
nes Gels, einer Stiftmasse, eines kolloidalen TrSger- 
systems oder einer Losung, bevorzugt jedoch als O/W- 
Emulsion hergestellt, Vorteilhaft ist, daB hierbei 
der radikalbindende Wirkstoff gleichzeitig eine der 
gesSttlgten HyaluronsSure entsprechende hohe Wasser- 
haltefahigkeit besitzt. 
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In dem Mittel konnen pharmazeutische Trager und/oder 
hydrophile und/oder lipophile Wirkstoffe und/oder 
Hilfsstoffe enthalten sein. Das Fragmentgemisch 
5 und/oder weitere Wirkstoffe und/oder die Hilfsstoffe 

kttnnen in ein kolloidales TrSgersystem^ vorzugsweise 
in Nanopartikel, Liposoinen Oder Mikroemulsionen ein- 
gearbeitet vorliegen. 

10 Als Hilfsstoff kann ein Penetrationsmodulator , bei- 

spielsweise Harnstoff in Mengen von 0,01 bis 0,4 g 
pro g Formulierung vorhanden sein. Die erf indungsge- 
maiSe Formulierung kann weiterhin andere Substanzen 
mit Radikalfangereigenschaften, vorzugsweise Vitamin 

15 E und Vitamin C enthalten. 

Ohne die Erfindung dadurch auf einen Herstellungspro- 
ze/i festzulegen, soil eine typische Herstellungspro- 
zedur fUr die erf indungsgemMBen niedermolekularen un- 

20 gesSttigten Fragmente beispielhaft dargestellt wer- 

den. Das bevorzugt eingesetzte Enzym Hyaluronat lyase 
besitzt im Gegensatz zu anderen Hyaluronatlyasen mi- 
krobiellen Ursprungs, eine Molmasse von etwa 116 kD 
und einen isoelektrischen Punkt von pH 8,74 und wirkt 

25 als Endo-Eliminase. Der Einsatz von Enzymen tieri- 

scher Herkunft ist ausdriicklich nicht Teil der vor- 
liegenden Erfindung, sondern wird fiir die vorliegende 
Erfindung ausgeschlossen* 

30 wahrend der Elirainierungsreaktion liegt die Hyaluron- 

saure in waSriger Losung vor. Das Enzym wird als waB- 
rige Losung zugesetzt und der Reaktionsverlauf an 
Hand der Viskositatsabnahme oder uber andere Methoden 
der Molmassebestimmung der Fragmente die Reaktion 

35 verfolgt. Die Reaktion wird durch ErwSrmen auf eine 
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Temperatur von 8 0 **C durch Denaturierung des Enzyms 
abgebrochen* Aus dem Ansatz werden die Fragment:© nach 
vorheriger Abtrennung von proteinhaltigen Fremdstof- 
fen, durch Fallung in Ethanol oder durch Gefrier* 
5 trocknung als Festsubstanz hergestellt. In einer an^- 

deren Ausf Uhrungsart wird das Enzym in einer festen, 
an einen TrMger-immobilisierten Form vorgelegt. Vor- 
^eilhaft an der Verwendung der TrSger-immobilisierten 
Form des Enzyms ist, dafi bei der Hers^ellung der 
10 Fragmente kein Enzym in der ReaktionslSsung ver- 

bleibt . 

Die Erfindung wird nachfolgend durch Herstellungbei- 
spiele, Toxizitatsuntersuchungen, Bestiimmungen der 
15 Lebendzellanzahl nach UV-Bestrahlung sowie spezifisch 

galenische Formulierungen naher beschrieben* 

Beispiel 1 

20 Zur Herstellung der ungesSttigten, niedermolekularen 

HyaluronsSuref ragmente nach einem Eliminierungsmecha- 
nismus werden 0,5 g hochmolekulare biotechnisch her- 
gestellte HyaluronsSure mit einer durchschnittlichen 
Molmasse von 1,800 kD in 100 ml 0,05 M Acetatpuffer 

25 mit einer AciditSt von pH 7,0 innerhalb von 12 Stun- 

den unter RUhren bei 37 *»C gelost* Anschliefiend wird 
die Losung unter RUhren mit 10. 000 lU Hyaluronatlya- 
se, gewonnen aus Streptococcus agalactiae, fiir 30 min 
inkubiert, Nach dieser Zeit wird die Losung 5 min auf 

30 85 •C erhitzt und dann schnell auf 20 abgektihlt. 

Das entstandene Fragmentgemisch wird gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert, AnschlieBend erfolgt lypo- 
hile Trocknung der Losung. Von dem Fragmentgemisch 
wird viskosimetrisch die mittlere Molmasse bestimmt. 

35 Die entstandene Fragmente haben eine durchschnittli- 

che Molmasse von 150 kD. 



ERSATZBLATT (REGEL 2S) 

BNSDOCID: <WO ^003Be47A1J_> 



wo 00738647 



11 



PCT/EP99/10336 



5 Beispiel 2 

Die Eigenschaft, reduzierende Radikale zu binden, 
wird in zellfreien Systemen mit einem Lucigenin ver- 
starkten Xanthin-Oxidase-Test an Hand der Umwandlung 

10 von Hypoxanthin zu Harnsaure gemessen. Die hierbei 

entstehenden 02^Radikale lassen sich mit Lucigenin 
durch relative Chemilumineszenz-'Messung nachweisen* 
Durch anwesende Radikalf Snger werden die 02-Radikale 
neutralisiert und die Chemielumineszenzausbeute ver- 

15 ringert, Als Standard wird Allopurinol (Sigma Chemi- 

cals Co) eingesetzt, eine Substanz, welche die Xan- 
thin-Oxidase stark hemmt. Eine Menge von 1 mg des er- 
f indungsgexnaften Hyaluronsauref ragmentes mit einer 
Molmasse von 100 bis 160 kD besitzen eine Radikalbin<* 

20 dungaktivitat , die der von 200 bis 4 00 fig Allopurinol 

entspricht* HyaluronsSure mit einer Molmasse von 
1.800 kD hat dagegen eine vernachlassigbare radikal- 
bindende Aktivitat (Pierce, A* , W. 0. Tarnow-Mordi 
and !• A, Cree: Antibiotics Effects on Phagocyte Che- 

25 milumineszence in Vitro. In J. Clin. Lab. Res.- 

(1995) 25r 93 -98) . 

Toxizitatsuntersuchungen an humanen Karat inozy ten 
(Abbildungen 1 bis 5) 

30 

2ur Charakterisierung des Einflusses von Hyaluronsau- 
refragmenten unterschiedlicher Molmasse auf das Pro- 
lif eratrionsverhalten von humanen Keratinozyten 
(HaCaT Keratinozyten - zur VerfUgung gestellt von 
35 Prof Dr. Norbert E. Fusenig; Deutsches Krebsfor- 

schungsinstitut Heidelberg, Deutschland) , wurde die 
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DNA-Syntheseleistung anhand des BrdU-Einbaus (Cell 
Proliferation ELISA, BrdU colorimetric - Boehringer 
5 Mannheim, Mannheim, Deutschland) in die DNA nach 24 h 

Inkubationsdauer bestimmt. FUr die folgenden unter- 
suchtien HyaluronsSuref ragmente konnte keine toxische 
Reaktion der Zellen beobachtet werden. Die Ergebnisse 
(Abb. 1 bis 5) sprechen fUr eine sehr gute Vertrag- 
10 lichkeit der abgebauten Molekiile als auch der unver- 

dauten HyaluronsHure. 



Beispiele fiir die protektive wirkung von Hyaluronsau- 
15 refragmenten gegeniiber UVB-Strahlung 

(Abbildungen 6 bis 11) 

Die Hyaluronsaurefragmente, die auf die HaCaTKera- 
tinozyten keinen toxischen EinfluB zeigten, wurden 

20 auf ihre protektiven Eigenschaften gegenuber UVB be- 

strahlten Keratinozyten untersucht* Dazu wurden die 
entsprechenden Zellen jeweils 1 h, 24 h, 48 h und 72 
h mit dem jeweiligen Fragment vorinkubiert und dann 
einer Bestrahlungsdosis von 120 roJ/cm^ (UVB) ausge- 

25 setzt. Dies fuhrte zu einer 50-60 %igen SchSdigung 

der bestrahlten Kontrolle im Vergleich zur unbe- 
strahlten Kontrolle • Der Vitalitatstest zur Bestim- 
mung der Anzahl der lebenden Zellen [SCHRSdER, H et 
al., Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 347: 

30 664-666 (1993)] fand stets 24 h nach der Bestrahlung 

statt. 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen protektive Wirkun- 
gen der erf indungsgemaBen Fragmente der Hyaluronsaure 
35 gegenUber der Noxe UVB, die im Einzelfall den ent- 

sprechenden Abbildungen 6 bis 10 zu entnehmen sind. 
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Fiir die Ef fektivitat der Protektion konnen, aus den 
Ergebnissen resultierend, AbhSngigkeiten von desr Vo- 
rinkuba'tionsdauer und der verwendeten Konzentration 
abgeleitet werden. Eine Filterwirkung der untersuch- 
5 ten Fragmente laBt sich nach den vorliegenden Absorp- 

tionsspektren ausschlieBen (slehe Abb. 11) . Somit 
kann eine Radikalbildung, erzeugt durch die Bestrah* 
lung mit UV-Licht, durch die Anwesenheit: der erf in- 
dungsgemSBen von Hyaluronsauref ragxnente vermindert 
10 werden. 
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Beispiele fur galentsche Formulierungen in welche die erflndungsgemaOen 
Hyaluronsaurefrngmenten eingearbeitet wurden (Quelle der Rezeptur) 



Wasserhakige Hydrophile Salbe (DAB) 

Hyaluronsaurefragment 2. 00% 

Lanette'- N (Emulgierender Cetylstearylalkohol DAB 10) 9,00% 

ParafBnum subliquidum (Dickflussiges Paraffin) 10,50% 

Vaselinum album (WeiBes Vaselin) 1 0,50% 
Aqua bidestiUata ad 1 00, 00% 

Wasserhakige Wollwachsalkoholsalbe (DAB) 

Hyaluronsaurefragment 2, 00% 

Alcoholes Lanae (Wollwachsalkohole) 3,00% 

Alcohol cetystearylicus (Cetylstearylalkohol) 0,25% ' 

Vaselinum album (WeiBes Vaselin) 46,75% 

Aqua bidestillata ad 100,00% 

OAV-Emulsion 

Cetylstearat/PEG 100 Stearat 3,00% 

Cetylstearylalkohol 20 EO 1 .00% 

Cetylstearylalkohol 1,15% 

Polydimethylsilicon 100 1,00% 

Capryl-ZCaprinsauretriglycerid 4,00% 

Dioctylether 5 , 00% 

4-Methoxy-zimtsaure-2-ethylhexylester 3 .00% 

4-Methoxy-zimtsaure-isoamyIester 3 ,00% 

Glycerol 3,00% 

MagnesiumaiuminiumsUicat 1 ,00% 

Zinkol 5,00% 

Hyaluronsaurefragment 2,00% 

Aqua bidestillata ad 100,00% 

Unguentum emulsiflcnns aquosum (SR) 

Alcoholes emulsificans 2 1 ,00% 

Cera periiquida 1 0,00% 

Glycerolum 5,00% 
Propylium hydroxybenzoicum 0,06% 

Methylium hydrox\'ben2oicum 0, 1 4% 

Ethanolum (90 VoL-%) 1 , so^-i 

Hyaluronsaurefragment 2.00% 

Aqua bidestillata ad 100,00% 
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Bydrogel 

4-Methoxy-zimtsaure-2-ethylhexylester 3.50% 

1 .(4-/m. -ButylphenyI)-3-(4'methoxyphenyl)-propan- 1 ,3-dion 1 ,00% 

Tocopherolaceatat 1 , 00% 

Hyaluronsaurefragment 2,00% 

Acrylat-Coploymer Carboset 514 1 0,00% 

Ethanol ad 100,00% 

Basiscreme DAC 

Giycerolmonosterarat 60 4,00% 

Cetylalkohol 6,00% 

Mittelkettige Triglyceride 7,50% 

WeilJes Vaselin 25,50% 

Macrogol- 1 00-glyceroimonosterarat 7,00% 

Propylenglykol 1 0,00% 

Tocopherolaceatat 1 ,00% 

Hyaluronsaurefragment 2,00% 

Wasser ad 100,00% 

(NRF) 

Sorbitanmonosterarat 60 2.00% 

Macrogolsterarat 400 3 ,00% 

Glycerol 85% 5,00% 

Mittelkettige Triglyceride 5,00% 

Wasserfreie Citronensaure 0,07% 

Kaliumsorbat 0,14% 

Tocopherolaceatat 0, 50% 

Hyaluronsaurefragment 1 ,00% 

Wasser ad 100,00% 
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PatentansprUche 

1. Mittel 2um Schutz und Erhaltung bzw, zur Rekon-- 
struktion der normalen Funktion und struktur der 
menschlichen Oder tierischen Haut und/oder 
Schleimhaut und zur Verhinderung umweltbeding- 
ter, einschlieBlich UV-bedingter Hautschaden, 

gekennzelchnet dadurch. 



dafi es ein enzymatisch aus HyaluronsSure herge- 
stelltes Fragmentgemisch sowie pharmazeutische 
15 TrMger und/oder hydrophile und/oder lipophile 

Wirkstoffe und/oder Hilfsstoffe enthSlt, 

2- Mittel nach Anspruch 1, 

gekennzelchnet dadurch, dali als Enzym eine mi- 
20 krobielle Hyaluronatlyase eingesetzt: worden ist. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, 
gekennzelchnet dadurch, da3 zur Herstellung des 
Fragmentgemlsches elne entweder aus Gewebe her- 

25 gestellte Oder mlkroblell gewonnene Hyaluronsau*- 

re in waliriger Losung mlt einer inikrobiellen 
Hyaluronatlyase partiell verdaut worden ist. 

4. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, 

30 gekennzelchnet dadurch^ dafi Hyaluronsaure in 

wSBriger Losung mit einer mikrobiellen Hyal- 
uronatlyase in Trager-immobilisierter Form par- 
tiell verdaut worden ist. 
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Mit:t:el nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 4 , 

gekennzeichnet dadurch, da5 zur Herstellung des 
Fragroentgemisches HyaluronsSure in wMfiriger Lo-* 
sung nit einer aus Streptococcus agalactiae ge-* 
wonnenen Hyaluronatlyase partiell verdaut worden 
ist • 

Mitt el nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 5, 

gekennzeichnet dadurch, da/i die aus Strepto- 
coccus agalactiae gewonnene Hyaluronatlyase eine 
Molmasse im Bereich von 116 kD und einen iso- 
elektrischen Punkt im Bereich von IP = 8,6 be- 
sitzt • 

Hittel nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 6, 

gekennzeichnet dadurch, dafi das Fragmentgexnisch 
eine mittlere Molmasse zwischen 1*000 und 
1.500.000 D, vorzugsweise zwischen 10.000 und 
300.000 D aufweist. 

Mittel nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 7, 

gekennzeichnet dadurch, daS der Formulierung das 
HyaluronsSuref ragmentgemisch in flUssiger Form 
mit Konzentrationen von 1,0 g/1 bis 500 g/1 in 
Mengen von 0,01 bis 0,7 g pro g Formulierung zu- 
gemischt worden ist. 

Mittel nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 7, 

gekennzeichnet dadurch, da3 der Formulierung das 
HyaluronsSuref ragmentgemisch in fester Form mit 



ERSAIZBLATT (REGEL 2B) 



wo 00/38647 



PCT/EP99/10336 



18 



in Mengen von 0,01 bis 0,7 g pro g Formulierung 
zugemischt worden ist, 

10. Mittel nach mindestens einem der Anspriiche 1 
S bis 9, 

gekennzeichnet dadurch, daJ3 es als Pas1:e, Salbe, 
Creme, Emulsion, Gel, Stiftmasse, bevorzugt als 
O/W-Emulsion vorliegt, 

10 11. Mittel nach mindestens einem der Anspriiche 1 

bis 10, 

gekennzeichnet dadurch, daii in den Formulierun- 
gen pharmazeutische TrSger und/oder hydrophile 
und/oder lipophile Wirkstoffe und/oder Hilfs- 
15 stoffe vorhanden sind. 

12 . Mittel nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 11, 

gekennzeichnet dadurch, daB das Hyaluronsaure- 
20 fragmentgemisch und/oder die Wirkstoffe und/oder 

die Hilfsstoffe in kolloidale TrSgersysteme, 
vorzugsweise in Nanopartikel, Liposomen oder Mi- 
kroemulsionen eingearbeitet vorliegen. 

25 13. Mittel nach mindestens einem der Anspriiche 1 

bis 12, 

gekennzeichnet dadurch, da6 als Hilfsstoff Pene- 
trationsmodulatoren eingesetzt werden. 

30 14. Mittel nach mindestens einem der Anspriiche 1 

bis 12, 

gekennzeichnet dadurch, dafi als Penetrationsmo- 
dulator Harnstoff im Konzentrationsbereich von 
0,01 bis 0,4 g Harnstoff pro g Formulierung vor^ 
35 handen ist. 
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15. Mlttel nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 14, 

gekennzeichnet dadurch^ daiS neben dem Hyaluron*- 
5 sauref ragmentgemisch Substanzen mit Radikalfan- 

gereigenschaftien, vorzugsweise Vitamin E und 
Vitaxnin c eingearbeitel: worden sind. 
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Abbildung 1 DNA-Syntheseleistung von HaCaT--Keratinozytcn unter EinfluB von 
Hyaluronsaurefragmenten einer mittleren Molmasse von 223000 g/mol 
Inkubationsdauer 24 h 
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Abbildung 2 DNA-Syntheseleistung von HaCaT-Keratinozyten unter EinfiuO von 
Hyaluronsaurefragmenten einer mittleren Molmasse von 338000 g/mol 
Inkubationsdauer 24 h 
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Abbildung3 DNA-Syntheseleistung von HaCaT-Keratinozjten unter EinfluB von 
Hyaluronsaurefragmenten einer mittleren Molmasse von 349000 g/mol 
Inkubationsdauer 24 h 
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Abbildung4 DNA-Synthesdeistung von HaCaT-Keratinozytcn untcr EinfluD von 
Hyaluronsiiurcfragmenten ciner mittlercn Molmasse von 600700 g/mol, 
Inkubationsdauer 24 h 



125-1 




Ldsungs- 

mittel Konzentration in nmol 



BNSDOCID: <WO ^0038e47A1J_5. 



ER8AT7SLATT (RE6EL 2S) 



wo 00/38647 



PCT/EP99/10336 



5/11 



Abbildung 5 DNA-Syntheseleistung von HaCaT-Keratinozyten unter EinfluO von 
Hyaluronsaure einer mittleren Molmasse von 1.001.000 g/mol, 
Inkubationsdauer 24 h 
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Abbtidung 6 Bestimmung der Lebendzellanzahl 24 h nach UV-B Bestrahlung (120 xnJ/cm") 
mtttels Vitalfarbung bei vorheriger Inkubation mit Hyaluronsaure- 
fragmenten einer mittleren Molmasse von 223000 g/mol fur 1 24 h, 48 h 
bzw. 72 h (* ~ signifikant zur bestrahlten Kontrolie, p < 0,01, n - 24) 
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Abbildung 7 Bestimmung der LebendzeUanzahl 24 h nach UV^-B Bestrahlung (120 mJ/cm') 
mittels VitalfSrbung bei vorheriger Inkubation mit Hyaluronsaure- 
fragmenten einer mittleren Moimasse von 338000 g/mol fur 1 h, 24 h, 48 h 
hzw. 72 h (* = signiflkant zur bestrahlten Kontrolle, p < 0,01, n = 24) 
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Abbildung S Besttmmung der Lebendzellanzahl 24 h nach UV-B Bestrahlung (120 mJ/cm-) 
mittels Vitalfarbung bei vorheriger Inkubation rait Hyaluronsaure- 
fragmenten einer mittleren Molmasse von 349000 g/raol fur 1 h, 24 h, 48 h 
brw. 72 h (* = signiflkant zur bestrahlten Kontrolle, p < 0,01, n - 24) 




Ih 24h Zeit 48h 72h ; 

□ KLM unbestr. DKLM bestr. □ 1 □ 10 ^M B 20 iiM ; j 
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Abbildung 9 Bestimmung der Ldiendzellanzahl 24 h nach UV-B Bestrahlung (120 mJ/cm') 
mittels MtalfSrbung bei vorheriger Inkubation mit Hyaluronsaure- 
fragmenten einer mittleren Molmasse von 600700 g/mol fur 1 24 h, 48 h 
bzw. 72h(*'= signiflkant zur bestrahlten Kontrolie, p < 0,01, n « 24) 




Ih 24h Z«it 48h 72h 



ipKLMunbestr. DKLM bestr. □ 1 ^M PS mM H lOjiM 
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AbbUdung lOBestimmung der LebendzeUanzahl 24 h nach UV-B Bestrahlung (120 mJW) 
mittels Vitalfarbung bei vorheriger Inkubation mit Hyaluronsiiure einer 
mittleren Molmasse von 1001000 g/mol fiir 1 h, 24 ii, 48 h bzw. 72 h 
(* = signifikant zur bestrahlten KontroUe, p < 0,01, n = 24) 




□ KLM unbestr. DKLM bestr. □ 1 ^2 uM B4 ^M ! 
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Abbildung 11 Absorptionsspektrum der HyaluronsSurefragmente der mittleren 
MolekuIgSfie von 223000 g/mol 
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